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RESUMEN

Con el objeto de caracterizar el gen de la beta-lactoglobulina (BLG) en la raza Criollo Limonero, se utilizó la técnica
PCR-RFLP en 163 animales puros de la estación local Carrasquero (Carrasquero-estado Zulia), los genotipos
fueron determinados a través de electroforesis en geles de agarosa. Las frecuencias obtenidas del locus de la BLG
fueron A (0,22) y B (0,78) y las frecuencias genotípicas fueron AA (0,07 ); AB (0,29) y BB (0,64), la población
estudiada se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,05), los resultados indican que la frecuencia alélica
del alelo B fue más alta que la de A, siendo esto importante, ya que se han determinado los efectos de esta
variante alélica de la BLG sobre la cantidad de grasa y proteínas en la leche, la selección a favor del alelo B en la
población conllevará a una mejora en la calidad y rendimiento en la producción de queso, estos resultados
representan un valioso aporte al conocimiento de esta raza y de su importancia, ya que, representa una alternativa
para sistemas dirigidos a la producción de queso.

Palabras clave:

Beta-lactoglobulina, PCR, ganado Criollo Limonero, frecuencias alélicas.

ABSTRACT

In order to characterize the beta-lactoglobulina gene (BLG) in the Limonero Creole cattle through PCR-RFLP
technique, 163 purebreed animals were used from the Carrasquero local station (Carrasquero-Zulia State),
genotypes were determined through gel electroforesis in agarosa. Gene and genotypic frequencies obtained were A
(0.22) and B (0.78) and AA (0.07), AB (0.24) and BB (0.64) respectively, the population is in equilibrium of Hardy-
Weinberg with (P<0.05), the results indicate that the alelic frequency of was more high B but that A, being this
important one, since the effects of the variants of the BLG on the amount of fat and proteins in milk have been
determined, the selection in favor of allele B in the population will entail to an improvement in the quality and yield in
the cheese production, these results represent a valuable contribution the knowledge of this race and its importance,
since, represents an alternative for systems directed to the cheese production.
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INTRODUCCIÓN

En la actualidad se ha desarrollado un interés por evaluar y preservar los recursos genéticos presentes en el país.
Aquí se incluye el Criollo Limonero, raza local descendiente de bovinos europeos (Bos taurus) traídos durante la
época de la conquista, que presentan buena habilidad para el pastoreo y alta capacidad de conversión de pastos de
baja calidad, en productos como leche y carne [36], convirtiéndose en un ejemplar invalorable que ha subsistido
luego de un proceso de selección natural de varias décadas y es posible portador de genes de importancia para la
producción animal en la zona tropical, además de la conocida tolerancia al calor y resistencia a plagas y
enfermedades. Por este motivo, se ha señalado la necesidad de rescatar y mejorar esta raza para aprovechar sus
bondades [15, 29, 35].

La raza Criollo Limonero ha sido orientada hacia la producción lechera; este producto tiene como función principal,
alimentar a las crías hasta que sean capaces de digerir otro alimento, y además de esto, es la materia prima para
la fabricación de queso y otros productos lácteos, los cuales forman parte de la dieta diaria del ser humano [4, 17].
La leche está constituida, en gran parte, por las caseínas y las proteínas del suero, estas últimas representan el
remanente soluble luego de haber precipitado las caseínas a pH 4,6, una de las funciones principales de estas
proteínas es su contribución a los valores nutritivos debido a su alto contenido de aminoácidos esenciales, siendo
este aporte mayor que el de la caseína [17].

Frame 15

La beta- lactoglobulina (BLG) es la proteína sérica más abundante en la leche de los rumiantes, considerada la
primera proteína láctea estudiada cerca de los años 50 [3], aunque no se le ha atribuido ninguna función biológica
definitiva, la composición aminoacídica y la cantidad de BLG presente en la leche de los rumiantes respaldan un
posible papel nutricional de esta proteína. Sin embargo, su similitud en secuencia y estructura terciaria con otros
miembros de las lipocalinas, sugiere una función de esta proteína en el transporte de moléculas hidrofóbicas [4, 17].

En el bovino Bos taurus-indicus, el gen de la BLG consta de 897 pares de bases (pb) y está ubicado en el
cromosoma 11 [11], presenta diferentes variantes las cuales difieren entre si por sustituciones de uno o más
aminoácidos en la secuencia de la proteína, las variantes comúnmente conocidas son A y B [9], el alelo C no es
común y fue encontrado en la raza Jersey (australiana y alemana), mientras que la variante D fue observada en
otras razas (Simmental, Italian Brown, Reggiana, Modenese, Modicana, Rendena) y las variantes E, F y G hasta
ahora, sólo han sido encontradas en Bali (Banteng), Bos javanicus [9, 13, 26].

De este amplio polimorfismo, parece ser que la variante B es la más ancestral, debido a su alta frecuencia y
prevalece en algunas razas europeas, cebuínas y mestizos, como Pardo Suizo, Jersey, Guernsey, Swedish Red y
White, Nelore, Gyr, Guzerá, Canchim, Santa Gertrudis, Ayrshire, Shorthorn, Danés Rojo y en el Cebú Asiático y
Africano; así como también, en ganado italiano, mientras que, en algunas razas como la Holstein, Criollos
Saavedreño, Chusco, Argentino y Chaqueño, Siboney, Cebú y Criollo Cubano, los dos alelos, tanto el A como el B,
presentan una frecuencia similar [1, 5, 10, 11,13, 19, 21, 23, 26, 31, 33, 34, 37, 38].

El polimorfismo genético de las proteínas lácteas ha recibido considerable interés, debido a la posible asociación
entre los genotipos de las proteínas de la leche y las características de importancia económica del ganado, ya que
se encuentran asociados con la producción de leche, composición de la leche y producción de queso [5, 13, 31, 34].
Así se ha señalado que el genotipo AA de la BLG ha sido asociado con una mayor producción de proteína total y
beta-lactoglobulina; mientras que, el genotipo BB se ha asociado con mayor cantidad de grasa y caseína, por lo
tanto, la leche de los animales portadores de estos alelos tienen una mayor capacidad quesera, debido a que
producen más caseínas y menos beta-lactoglobulina [18, 22].

El uso de esta información en programas de mejoramiento es ampliamente recomendado para la selección de vacas
y toros, buscando genotipos favorables, que permitan incrementar sus frecuencias en la población [12]. Por esta
razón, la presente investigación tuvo como objetivo evaluar las frecuencias alélicas y genotípicas de los alelos A y B
de BLG en el Criollo Limonero a través de la técnica de la reacción en cadena de polimerasa y la detección de
polimorfismo en la longitud de los fragmentos restringidos (PCR-RFLP).

MATERIALES Y MÉTODOS

El ADN se extrajo de muestras de sangre de 163 animales de la raza Criollo Limonero, las cuales fueron tomadas
de la vena yugular [2]. Los animales provinieron de un rebaño de 350 animales puros localizado en la estación local



Carrasquero adscrita al Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA-Zulia).

El fragmento amplificado constó de 262 pares de base (pb) y se obtuvo utilizando los oligonucleotidos BLGP3:
5’-GTCCTTGTGCTGGACACCGACTACA-3’ y BLGP4: 5’-CAGGACACCGGCTCCCGGTATATGA-3’ [23]. Para la
reacción de PCR se utilizó 2.5 µL de buffer, 2 mM MgCl2, 0,1 mM dntp’s, 0,6 pmol primers, 0,63 U de Taq
polimerasa y ADN 50 ng., se usó un termociclador (Mastercycler ep-gradient (S), Eppendorf, North America), la
amplificación se realizó en tres fases: una primera fase de separación de las dos hebras del ADN a 95°C por 5 min,
la segunda fase de 30 ciclos que oscilan en series de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 58°C y 45 segundos a
72°C, y una tercera fase de finalización para una extensión a 72°C durante 5 min. Para determinar los genotipos de
la BLG, las variantes alélicas se obtuvieron a partir de la digestión del producto amplificado a través de la técnica
PCR -RFLP utilizando la enzima Hae III (Promega)®. La mezcla constó de 0,5 µL (5U) de la enzima, 6,5 µL de
agua, 2 µL de Buffer B, 1 µL de BSA y 10 µL de producto amplificado [25].

Tanto la visualización del producto amplificado como las variantes alélicas fueron identificadas a través de geles de
agarosa preparados con solución tampón TAE 1x (Tris-EDTA-Acido Acético, pH 8,1) al 1,5% para observar el
producto de amplificación y al 3% para observar el producto de la digestión. La electroforesis se realizó en una
cámara horizontal (Fisher Scientific Electrophoresis Systems, Illinois, EUA) modelo FB-SB-1316 a 50V durante 5 min
y 100V durante 45 min, luego los geles fueron teñidos con bromuro de etidio para la posterior visualización de las
bandas en un transluminador UV (UVP, High performance 302 nm, Canadá).

El cálculo de las frecuencias génicas y alélicas se realizó por conteo directo, y el equilibrio de Hardy Weinberg se
determinó mediante la prueba Ji-cuadrado [24] utilizando el programa GENEPOP 3.1 [32].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Por la técnica de PCR se logró amplificar un fragmento de 262 pb, correspondiente al gen de la BLG y a través del
uso de la enzima de restricción Hae III, se pudo diferenciar satisfactoriamente los tres genotipos de esta proteína,
obteniéndose para el genotipo AA la presencia de dos bandas las cuales presentaron pesos de 153 y 109 pb, el
genotipo AB presentó tres bandas cuyos pesos fueron 153, 109 y 74/79 pb, mientras que, el genotipo BB, expresó
dos bandas 109 y 74/79 pb (FIG. 1).

Las frecuencias genotípicas obtenidas fueron 0,07 (12/163), 0,29 (47/163) y 0,64 (104/163) para los genotipos AA,
AB y BB, respectivamente, correspondieron por lo tanto con frecuencias alelicas o génicas de 0,22 y 0,78 para los
alelos A y B, respectivamente, encontrándose la población en equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,05) (TABLA I).

El genotipo más frecuente encontrado en la población fue el BB, seguido del genotipo AB y menos frecuente resultó
ser el genotipo AA, coincidiendo este comportamiento a lo reportado para el Criollo Saavedreño, Siboney, Cebú
Cubano y Guernsey. No obstante, difieren claramente con lo encontrado en los Criollos Patagónico, Chaqueño,
Yacumeño, Chusco y Uruguayo, los cuales presentaron menores valores para el genotipo BB [21, 30, 37, 38].

Con respecto a las frecuencias alélicas, se debe destacar, que estos valores obtenidos del alelo B de BLG
coinciden con lo reportado por varios autores en ganado criollo latinoamericano como el Saavedreño, Chusco,
Argentino, Chaqueño y Cubano, al igual, que lo presentado en otras razas tales como: Holstein, Pardo Suizo,
Jersey, Guernsey, Swedish Red y White, Nelore, Gyr, Guzerá, Canchim, Santa Gertrudis, Siboney y Cebú, las
cuales han mostrado mayor frecuencia para el alelo B con respecto al alelo A [6, 19, 21, 23, 34, 37, 38].

No obstante, estos resultados difieren de lo reportados en el Criollo Uruguayo y a las observaciones en Criollo
Yacumeño, cuyas frecuencias para el alelo B fueron similares a las frecuencias del alelo A; o bien, a lo reportado en
el Criollo Patagónico, Caracú y Charoláis, donde las frecuencias obtenidas del alelo A fueron más altas que las del
alelo B [19, 21, 30, 33].

La importancia de este estudio radica principalmente, en conocer el estatus actual de los alelos de la BLG en la
raza Criollo Limonero, que permitan determinar los genotipos presentes y sus frecuencias, a manera de poder
realizar selección por aquellos genotipos más deseados en la población. El hallazgo de una mayor frecuencia del
alelo B en la población, orienta una posibilidad de que sus producciones lácteas sean de una mayor cantidad de
sólidos totales, ideales para la producción de quesos, ya que estudios previos han demostrado cierta asociación de
este gen con un menor contenido de betalactoglobulina y un mayor contenido de caseínas, proteínas totales y grasa
en la leche, lo que resulta en mejores propiedades para la industria quesera [6 - 8, 14,16, 20, 27, 28, 38].
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CONCLUSIONES

En la raza Criollo Limonero el alelo predominante de la BLG resultó ser el B con una frecuencia de 0,78, siendo la
frecuencia genotípica mayoritaria BB con 0,64 en esta población. De acuerdo a estos resultados, la raza Criollo
limonero representa una alternativa de uso en los sistemas doble propósito dirigidos hacia la producción de queso,
en virtud que el alelo B de la BLG ha sido asociado con mayor contenido de grasa y caseína en la leche; esto
aunado a su adaptación en el medio tropical, características que la convierte en una raza promisoria.

Durante los últimos años, la selección en ganado de leche se ha realizado principalmente por características de
importancia económica como son, la producción de leche, proteína y grasa, cuya mejora es relativamente lenta, ya
que se encuentran controladas por múltiples loci, de allí que la genética molecular podría incrementar la precisión
de las evaluaciones genéticas.

Frame 42

RECOMENDACIONES

A la luz de los hallazgos obtenidos, se hace indispensable continuar estos estudios, relacionando los genotipos
presentes con características de interés (producción láctea, grasa y proteína), de manera de poder dar a conocer
con datos propios, la posible asociación o no de estas características en la ganadería venezolana.
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